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論文内容要旨
 p53タンパク質は393アミノ酸からなる塩基配列特異的転写活性化因子である。p53の構造は,
 機能上3つのドメイン,すなわちN末端の転写活性化ドメイン,中央部のDNA結合ドメイン,
 C末端の4量体形成ドメインから構成される。DNA結合ドメインの高次構造は,11箇所のβ構
 造,2箇所のαヘリックス構造,およびそれらの構造間に介在するループ配列から成り,さらに
 β構造は2つのβシート構造を形成する。p53はDNA損傷刺激により,リン酸化やアセチル化
 などの転写後修飾により安定性を増し,4量体を形成して,アポトーシス,細胞周期停止,DNA
 修復,血管新生抑制などに関与する下流遺伝子群の転写活性化を引き起こす。
 p53の変異はヒトの悪性腫瘍の約50%に見出され,その大部分はミスセンス変異であり,そ
 の中には複数の温度感受性変異体の存在が知られている。温度感受性変異体に対する薬物療法の
 基礎的研究や,これまで蓄積されたp53の機能や構造に関する多くの研究を踏まえ,温度感受
 性変異体がp53の機能と高次構造に及ぼす影響を研究することが,新しいがんの分子治療への
 手がかりとなると考えられる。そこで本研究は,出芽酵母を用いたp53塩基特異的転写活性能
 解析システムを利用して,2,314種類から成る網羅的p53ミスセンス変異体ライブラリーをスク
 リーニングし,温度感受性変異を多数単離すること,および単離した多数の温度感受性変異体を
 既知のp53構造上にマップして,機能と高次構造の関連を温度感受性の視点から考察すること
 を目的にした。
 その結果,(1)新規の131種類を含む計142種類の温度感受牲変異体の単離に成功した。(2)こ
 れら142種類のうち,131種類がDNA結合ドメインに存在し,さらに,71種類がβ構造内の36
 残基上に存在することが明らかにした。(3)各β構造上に認められた温度感受性変異体の頻度に
 は差を認めた。(4)2つのβシート構造のうち,S4,S6,S7,S9およびS10が構成するβシー
 ト構造上には26.7%と,もう一つのβシート構造(9.6%)と比較して,多くの温度感受性変異
 体を観察した。(5)P223,T231,T253,H214,R158,M160,R155上に作成した変異体の50
 %以上が温度感受性変異体であり,これらの残基が温度感受性変異のホットスポットである事を
 明らかにした。(6)EGFP系マーカーによる定量的な転写活性化能測定法により,各温度感受性
 変異体の各プロモーターに対する温度感受性という特性には,強弱が存在する事を明らかにした
 (プロモーター指向性)。(7)出芽酵母を用いて単離した温度感受性変異体のうち54種類を哺乳動
 物細胞系で温度感受性を評価したところ,大部分(48種類)が哺乳動物細胞においても温度感
 受性を呈することを明らかにした。(8)しかしながら,出芽酵母と哺乳動物細胞間に,各種プロ
 モーターに対する温度感受性に差を認めた。(9)DNA結合ドメイン上の温度感受性変異体におい
 て,置換後のアミノ酸として疎水性アミノ酸や分子量の小さなアミノ酸を多く認め,置換による
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 可逆的な構造変化がp53分子の温度感受性とプロモーター指向性に関与することが予測された。
 (10)出芽酵母を用いて単離された温度感受性変異体は,種類,頻度に関して,ヒト腫瘍で報告さ
 れるミスセンス変異体の約10%を占め,臨床上しばしば遭遇する変異体であることを明らかに
 した。
 本研究で明らかにした情報は,将来,温度感受性変異と類似の効果をもたらす小分子化合物の
 設計と,そのような薬剤による変異p53分子の機能回復療法に役立つ可能性がある。また,温
 度感受性変異体におけるプロモーター指向性の存在を高次構造との関連で考察することは,野生
 型p53が下流遺伝子を転写活性化する際の生理的な制御機構や,p53機能喪失による発がんの
 メカニズム,さらにはプロモーター指向性を利用した新たながん治療法の開発に有用な情報を提
 供すると考える。
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 審査結果の要旨
 p53の変異はヒトの悪性腫瘍の約50%に見出され,その大部分はミスセンス変異である。そ
 れらのミスセンス変異の中には,複数の温度感受性変異体の存在が知られており,これまでに,
 温度感受性変異体を分子標的とした新たな治療方法への応用の可能性が示唆されている。そこで
 本研究では,出芽酵母を用いたp53塩基特異的転写活性能解析システムを利用して,2,314種類
 から成る網羅的p53ミスセンス変異体ライブラリーをスクリーニングし,温度感受性変異を多
 数単離すること,および単離した温度感受性変異体を既知のp53構造上にマップして,機能と
 高次構造との関連を温度感受性の視点から考察することを目的にした。
 これまでに,いくつかの温度感受性変異体が報告されているが,それらの変異体のいくつかは,
 変異原物質の負荷や人工的なPCRエラーを利用して偶発的に単離された変異体の母集団の中か
 ら単離されていた。それに対し,本研究では,網羅的に作成したミスセンス変異体を用いたこと
 が,従来とは全く異なる新規の方法であった。
 その結果,(1)計142種類の温度感受性変異体を単離した。そのうち131種類は,これまでに
 報告のない新規の温度感受性変異体であった。(2)温度感受性変異体は,大多数がDNA結合ド
 メインに存在し,さらに,β構造内に集積することを明らかにした。(3)各11箇所のβ構造内,
 およびβ構造により構成される2つのβシート構造間でも,各々温度感受性変異体の出現頻度に
 は差が見られた。(4)1アミノ酸残基上に温度感受性変異体が集中してみられる残基が存在し,
 温度感受性変異のホットスポットである事を明らかにした。(5)定量的な転写活性化能測定法に
 より,各変異体の各プロモーターに対する温度感受性には,強弱が存在する事を明らかにした
 (プロモーター指向性)。(6)出芽酵母を用いて単離した温度感受性変異体のうち54種類を哺乳動
 物細胞系て評価したところ,大部分(48種類)が哺乳動物細胞においても温度感受性を呈する
 ことを明らかにした。(7)しかし,出芽酵母と哺乳動物細胞間に,各種プロモーターに対する温
 度感受性に差を認めた。(8)DNA結合ドメイン上の温度感受性変異体では,置換後のアミノ酸と
 して疎水性アミノ酸や分子量の小さなアミノ酸を多く認め,置換による可逆的な構造変化がp53
 分子の温度感受性とプロモーター指向性に関与することが予測された。(9)出芽酵母を用いて単
 離された温度感受性変異体は,種類,頻度に関して,ヒト腫瘍で報告されるミスセンス変異体の
 約10%を占め,臨床上しばしば遭遇する変異体であることを明らかにした。
 以上の新たな知見によって,本研究は,野生型p53が下流遺伝子を転写活性化する際の生理
 的な制御機構や,p53機能喪失による発がんのメカニズム,さらにはプロモーター指向性を利用
 した新たながん治療法の開発に有用な情報を提供すると考える。
 従って本論文は,優れて学位に値するものである。
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